ヒト神経芽腫細胞のトランスジーンフリーな初期化 by S., M., Rafiqul, Islam
[要約]
Transgene-free reprogramming of human
neuroblastoma cells
(ヒト神経芽腫細胞のトランスジーンフリーな初期化)
Chiba University
Graduate School of Medical and Pharmaceutical Science
Life Science
Department of Molecular Biology and Oncology
Supervisor: Professor Takehiko Kamijo
S.M. Rafiqul Islam
10FD0306
神経芽腫は小児の固形腫瘍であり、副腎や交感神経節を原発とする。診断時に
１歳未満の乳児においては長期生存の可能性が高いが、１歳以上の年長児では
進行期にある神経芽腫が多く、治療抵抗性を示す。様々な腫瘍動態を示し、乳
児期には自然退縮や分化する腫瘍がある一方で、多くは進行が速く、多剤併用
療法に対して抵抗性を示す腫瘍もある。技術的な進歩により神経芽腫の診断法
は著しく改善されたが、神経芽腫の高リスク群の患者の長期生存率は40%以下
と改善の余地がある。
神経芽腫は多分化能を有する神経堤細胞に由来すると考えられている。個体発
生時に、神経堤細胞はシュワン細胞、メラニン形成細胞、頭蓋軟骨、末梢神経、
グリア細胞など様々な細胞系譜に分化する。いくつかの神経芽腫細胞株は部分
的に多分化能を保持し、複数のcell typeに分化することができる。Intermediate
type (I-type) 神経芽腫細胞はNeuroblastic type (N-type)とSubstrate-adherent
type (S-type)の両方の形態学的、生化学的特徴を持ち、培養液にレチノイン酸を
添加することでN-typeへ、BrdU 添加によりS-typeに分化する。I-type神経芽腫
細胞はN-typeやS-typeよりも腫瘍形成能が高いことから、神経芽腫におけるエピ
ジェネティックな変化がその悪性化に貢献すると考えられる。実際、エピジェ
ネッテイックな制御の破綻が神経芽腫の発がんの重要な促進因子になることが
分かってきている。メチル化DNAのゲノムワイドな解析により、予後不良の神
経芽腫に特異的にメチル化されたCpG islandが同定され、このCpG islandのメチ
ル化は神経芽腫において強力な予後因子となることが明らかになった。また、
Ikegakiらは神経芽腫細胞株にepigenetic modifiersを処理することで幹細胞関連
遺伝子の発現を誘導し、親株に比べ悪性な神経芽腫を作成することに成功した。
これらの結果は神経芽腫の悪性化におけるエピジェネティックな修飾の重要性
を示している。
転写因子の過剰発現によって、体細胞のリプログラミングを誘導し、個々の患
者から幹細胞を作成できる。体細胞のリプログラミングによって作成された幹
細胞はinduced pluripotent stem cells (iPS細胞)と呼ばれ、自己増殖能や多能性な
どのembryonic stem cell (ES細胞) 様の特徴を持つ。大腸がん、白血病、皮膚が
ん、黒色腫、膠芽腫、肺がんなど様々ながん細胞株において転写因子の過剰発
現によるリプログラミングが試みられ、作成されたinduced pluripotent cancer
cell (iPC細胞)は親株と同様のゲノム異常を保持しながら、様々な細胞系譜に分
化しうることが示された。これらiPC細胞はエピジェネティックな変化がどのよ
うに腫瘍の不均一性に影響を与えるかを研究するために有用であるが、神経芽
腫においてiPC細胞は未だに樹立されていなかった。本研究において、我々はヒ
ト神経芽腫細胞株 SH-SY5Y I-type細胞よりiPC細胞の樹立を試みた。センダ
イウイルスベクターはセンダイウイルスがRNAウイルスであるため、宿主ゲノ
ムにトランスジーンが挿入されず、人為的な影響を最小限にすることができる。
そこでリプログラミングに山中因子（OCT4, SOX2, KLF4、c-MYC）を搭載した
センダイウイルスベクターを用いることで、トランスジーンフリーなiPC細胞を
作成した。
センダイウイルスベクターによる遺伝子導入の約 6 週間後に iPS 細胞様のコロ
ニーが出現し、これら NB-iPC細胞はアルカリフォスファターゼ染色陽性であっ
た。免疫細胞化学的な解析により、ヒト包皮線維芽細胞 BJ由来の iPS細胞と同
様にNB-iPC細胞はNANOG, OCT4, Sox2といったES細胞関連転写因子を高く
発現していた。また、ES 細胞特異的な細胞表面マーカーである stage specific
embryonic antigen-4 (SSEA-4)、 tumor related antigen-1 (TRA-1-60)、tumor
related antigen-1-81 (TRA-1-81)も NB-iPCC において顕著に発現していた。
qPCRおよび bisulfite genomic sequencingの解析の結果、内在性OCT4、KLF4、
Sox2 の mRNA 発現量がリプログラミングにより誘導され、OCT4 プロモータ
ーは脱メチル化されていた。興味深いことに、NANOGプロモーターは親株であ
る SH-SY5Y I-type細胞において既に iPS細胞と同等レベルに脱メチル化されて
いた。アレイ CGH解析により、SH-SY5Y I-type細胞と NB-iPC細胞のゲノム異
常を調べたところ、NB-iPC細胞のゲノム異常は SH-SY5Y I-type細胞と同様で
あり、新たなゲノムの増幅や欠損は認められなかった。
次に、NB-iPC細胞の多分化能を検討するため胚様体形成実験を行った。NB-iPC
細胞は iPS細胞と同様に胚様体を形成し、外胚葉マーカー PAX6およびSOX1、
中胚葉マーカーHAND1および FOX1、内胚葉マーカーAFPおよび GATA6の発
現量が胚様体形成に伴い誘導された。また、OCT4、SOX2、 c-MYC の発現量
は胚様体形成により抑制された。
最後に、NB-iPC細胞の化学療法感受性を検討するため、NB-iPC細胞とSH-SY5Y
I-type細胞にシスプラチンを処理し、アポトーシス細胞数を TUNEL染色によっ
て評価した。シスプラチンによって誘導されるアポトーシスは NB-iPC細胞で有
意に減少し、NB-iPC細胞はシスプラチン抵抗性を示した。
本研究において、我々は初めて神経芽腫からトランスジーンフリーの iPC 細胞
を樹立した。NB-iPC細胞は iPS細胞と同様に多能性関連遺伝子を発現し、胚様
体形成実験において三胚葉マーカーの発現が誘導された。また、NB-iPC細胞は
親株と同様のゲノム異常を持つにもかかわらず、親株に比べシスプラチンへの
強い抵抗性を示した。以上のことから、神経芽腫悪性化におけるエピジェネテ
ィック修飾の役割を研究する際に、NB-iPC細胞は有用なモデルとなると考えら
れる。

